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Кальцієві канали Р-типу відіграють важливу роль у синаптичній передачі в ЦНС ссав-
ців; значна частина кальцію, який потрапляє до пресинаптичної терміналі, надходить 
саме через ці канали. Використовуючи метод „петч-клемп” у конфігурації „ціла клі-
тина”, ми вивчали вплив μ-опіоїдів на кальцієві канали Р-типу в свіжеізольованих не-
йронах Пуркін’є мозочка щурів. Селективний агоніст μ-опіоїдних рецепторів DAMGO 
(10 нM) викликав у більшості нейронів стійку помірну (в середньому 10 ± 1 %), але ві-
рогідну (Р < 0.001; n = 27) потенціацію Р-струму. Вплив DAMGO ставав помітним уже 
при його  концентрації 1 нМ та досягав насичення при 100 нМ. Ефект розвивався швид-
ко (менш ніж за 10 с) і був потенціалзалежним  та повністю оборотним. Ендогенний се-
лективний агоніст μ-опіоїдних рецепторів ендоморфін-1 викликав дуже подібний ефект 
(інкремент 8 ± 1%, n = 6; P < 0.01). Спричинене DAMGO збільшення амплітуди Р-струму 
повністю усувалось у разі аплікації антагоніста опіоїдних рецепторів налоксону 
(100 нM). Ці дані свідчать про те, що агоністи μ-опіоїдних рецепторів навіть у нано-
молярних концентраціях здатні викликати помітну потенціацію кальцієвого струму 
P-типу, опосередковану взаємодією з опіоїдними рецепторами відповідного типу.
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ВСТУП
Згідно з існуючими даними, розрізняють три осно-
вних типи опіоїдних рецепторів (ОР) – µ-, δ- та 
κ-ОР. У фармакологічних дослідженнях було вста-
новлено, що агоністи ОР впливають на нейронну 
активність та синаптичну передачу із залученням 
низки механізмів. На клітинному рівні опіоїди мо-
дулюють функції потенціал- та хемокерованих іон-
них каналів, змінюють активність аденілатцикла-
зи (AD), протеїнкінази С (PKC), фосфоліпаз С і 
D (PLC і PLD відповідно) та викликають мобілі-
зацію кальцію з внутрішньоклітинних депо. Відо-
мо, що опіоїди впливають на активність практич-
но всіх  високопорогових кальцієвих каналів  (L-, 
N-, P/Q- та R-типів [1]), а також низькопорогових 
каналів T-типу [2]. Одним із найвідоміших наслід-
ків активації ОР є модуляція кальцієвих каналів 
N- та P/Q-типів [3], що призводить до зменшення 
кальційзалежного вивільнення нейротрансмітерів 
із пресинаптичних терміналей. Навіть ледве по-
мітні зміни у функціонуванні цих каналів можуть 
істотно впливати на характеристики синаптичної 
передачі. Було продемонстровано, що в нейронах 
Пуркін’є κ-ОР задіяні в пригнічення струму через 
кальцієві канали Р-типу [4]. В згаданій роботі, про-
те, не було з’ясовано, чи беруть участь у модуляції 
функції цих каналів інші ОР (δ- та μ-типів). 
Ми дослідили впливи агоністів μ-ОР на кальцієві 
струми Р-типу в ізольованих нейронах Пуркін’є 
щура і виявили, що зазначені агенти навіть у на-
номолярних концентраціях здатні спричинювати 
помітну потенціацію даних струмів.
МЕТОДИКА
Ізоляцію нейронів Пуркін’є з мозочка білих щу-
рів віком 10–12 діб проводили за описаною раніше 
методикою [5]. Мозочок швидко виділяли та виго-
товляли з нього тонкі поперечні зрізи (від 300 до 
400 мкм завтовшки). Ферментативну обробку три-
валістю 30–35 хв при температурі 22 °C проводи-
ли в середовищі, що вміщувало 2.4 мг/мл протеїн- 
ази XXIII з Aspergillus oryzae. Після інактивації фер-
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менту нейрони ізолювали механічно, використову-
ючи піпетки Пастера з отворами різного діаметра 
(від 1 до 0.1 мм) у розчині Рінгера наступного скла-
ду (в мікромолях на 1 л): NaCl – 150, KCl – 5, CaCl
2 
– 
2, MgCl
2
 – 1, HEPES – 20, глюкоза – 10 (pH 7.4). 
Така послідовність обробки зрізів мозочка дозво-
ляла отримувати цілком життєздатні ізольовані не-
йрони Пуркін’є, які ідентифікували за характерни-
ми морфологічними ознаками.
Струми через потенціалкеровані кальцієві канали 
реєстрували при кімнатній температурі (20–22 °C), 
використовуючи метод “петч-клемп” у конфігура-
ції “ціла клітина” [6], із застосуванням підсилюва-
ча  A-M Systems 2400 („Bio-Medical”, CША) та пла-
ти Lab Master DMA (105 с–1; „Scientific Solutions”, 
США). Для реєстрації іонних струмів через плаз-
матичну мембрану досліджуваних нейронів був за-
стосований метод внутрішньоклітинної перфузії [7] 
у модифікації, що дозволяє використовувати скляні 
мікропіпетки. Останні виготовляли за методом Не-
єра та співавт. [8] із легкоплавких скляних капіля-
рів діаметром 1.5 мм („Sutter Instruments”, США) 
на пулері P97 Flaming/Brown („Sutter Instruments”, 
США). Опір мікропіпетки становив від 2 до 4 
MОм; піпетки заповнювали внутрішньоклітинним 
розчином наступного складу (в мілімолях на 1 л): 
Tris-PO
4 
– 70, EGTA – 5, TEA-Cl – 40, Tris-Cl – 20, 
Mg-ATP – 5, GTP – 0.5 (pH 7.3).
Високопороговий кальцієвий струм Р-типу реє-
стрували при мембранному потенціалі, підтриму-
ваному на рівні –70 мВ. Це забезпечувало повну 
інактивацію низькопорогового кальцієвого стру-
му Т-типу, також присутнього в нейронах Пуркін’є 
[5]. Струм, який був зареєстрований у згаданих 
вище умовах, повністю блокувався селективним 
блокатором кальцієвих каналів Р-типу w-Aga-IVA-
токсином у концентрації 200 нМ [9]. В усіх прове-
дених експериментах з реєстрацією струмів P-типу 
для усунення ефектів, пов’язаних із впливом змін 
концентрації іонів Сa2+на активність потенціал-
керованих кальцієвих каналів [10, 11], як основні 
проникні катіони були використані іони Ba2+. Та-
ким чином, реєстровані феномени були зумовлені 
барієвим струмом через кальцієві канали P-типу. 
Всі виміри проводили згідно з попередньо визна-
ченим максимумом вольт-амперної характеристи-
ки цього струму. Максимальні значення ампліту-
ди досліджуваного струму становили від 800 до 
2500 пА при деполяризуючих потенціалах від –35 
до –20 мВ. Наявність у внутрішньоклітинному роз-
чині 5 мМ АТФ і 0.5 мМ ГТФ дозволяла нам реє-
струвати P-струми протягом 1–2 год.
Зовнішньоклітинний розчин, що використовував-
ся, мав наступний склад (у мілімолях на 1 л): TEA-
Cl – 40, холіну хлорид – 100, BaCl
2 
 – 2, MgCl
2
– 
2 та Tris-Cl – 20. Зовнішньоклітинну аплікацію 
розчинів, що вміщували фармакологічно активні 
речовини, виконували за методом швидкої фіксації 
концентрації за допомогою пристрою “столик, що 
плигає” („Pharma Robot”, Україна). Кальцієві стру-
ми Р-типу фільтрували з частотою зрізу 3 кГц та 
оцифровували з періодом 140 мкс. Аналіз отрима-
них даних проводили з використанням аналітичних 
програмних засобів “Jumping table” („Pharma 
Robot”, Україна) та „Microcal Origin” („Microcal”, 
США). 
Амплітуду струмів вимірювали від базової лінії 
до пікового значення. Ефекти аплікації речовин 
характеризували відношенням (I – I
к
)/I
к
, де I – 
амплітуда струму після аплікації, а I
к
 – амплітуда 
в контрольному розчині. Числові дані представлені 
як середні ± похибка середнього. Для міжгрупових 
порівнянь використовували критерій t Ст’юдента 
або однобічний дисперсійний аналіз (ANOVA) з 
наступним застосуванням post-hoc-тесту Тьюкі–
Крамера для порівняння більш ніж двох груп. 
Розбіжності вважали вірогідними при P < 0.05. Усі 
хімічні речовини були придбані у „Sigma” (США).
РЕЗУЛЬТАТИ 
Зовнішньоклітинна аплікація селективного аго-
ніста μ-ОР DAMGO [12, 13] у концентраціях від 
1 нМ до 1.0 мкМ викликала вірогідне збільшення 
амплітуди Р-струму в 76 % досліджених нейронів 
(n = 37); у 24 % нейронів (n = 12) цей агент у згада-
них концентраціях не спричинював значних ефек-
тів.
Аплікація 10 нМ DAMGO призводила до швид-
кого (менш ніж за 10 с) збільшення ампліту-
ди Р-струму в середньому на 10 ± 1 % (n = 27; 
P < 0.001). У разі відмивання від агоніста амплітуда 
цього струму поверталася до контрольного рівня, 
тобто ефект був цілком оборотним (pис. 1). Повтор-
не прикладання DAMGO зумовлювало практично 
аналогічний вплив на амплітуду Р-струму (інкре-
мент 9 ± 3 %, n = 6; P < 0.05), що вказує на відсут-
ність десенситизації при дії даного агента.
У  наступній серії експериментів ми вивчали 
залежність потенціації Р-струму від концентрації 
використаного агоніста. Дані, представлені на 
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рис. 2, свідчать про певну дозозалежність ефекту 
потенціації Р-струму в умовах дії DAMGO, хоча й 
слабку та, вірогідно, нелінійну. При концентрації 
агоніста 1 нМ приріст амплітуди Р-струму складав 
у середньому 6 ± 1 % (n = 10; P < 0.001), при 10 нМ 
– 10 ± 1 % (n = 27; P < 0.001), при 100 нМ – 12 ± 1 
% (n = 12; P < 0.001), а при 1 мкМ – 11 ± 1% (n = 6; 
P < 0.001). 
Викликана дією DAMGO модуляція Р-струму 
проявлялась у досить широкому діапазоні 
підтримуваних потенціалів. У серії експериментів, 
в яких досліджували залежність впливу DAMGO 
на Р-струм від мембранного потенціалу, результати 
використання ANOVA (F(7; 80) = 3.15, P < 0.01) та 
post-hoc-тесту Тьюкі–Крамера показали, що ефект 
DAMGO був вірогідно більшим при мембранно-
му потенціалі –40 мВ (29 ± 7 %), ніж при менших 
потенціалах  (–20 мВ, 8 ± 2 %; –15 мВ, 7 ± 1.5 %; 
–10 мВ, 6 ± 1 %; –5 мВ, 6 ± 1%).
Потенціація P-струму під впливом DAMGO не 
виявляла залежності від попередньої стимуляції 
клітини. Ініціація такого ефекту не потребувала 
прикладання деполяризуючих поштовхів струму. 
Аплікація DAMGO також не впливала на кінетику 
активації та інактивації P-струму.
Ендогенний високоселективний агоніст μ-ОР ен-
доморфін-1 [14] у наномолярних концентраціях та-
кож зумовлював збільшення амплітуди Р-струму в 
71 % досліджених нейронів (n = 10), у той час як у 
решті нейронів (n = 4) ця речовина не спричиню-
вала помітного ефекту. Потенціація Р-струму при 
аплікації 10 нМ ендоморфіну-1 становила в серед-
ньому 8 ± 1 % (n = 6; P < 0.01), а при дії 100 нМ – 
10 ± 1 % (n = 8; P < 0.001). У разі відмивання від 
даного агоніста, як і після аплікації DAMGO, від-
бувалося відновлення амплітуди струму до контр-
ольного рівня. На рис. 3 видно, що на відміну від 
ефекту селективного агоніста μ-ОР DAMGO, потен-
ціація в умовах дії ендоморфіну-1 була дещо слаб-
шою та розвивалася  повільніше (протягом близь-
ко 50 с).
Р и с. 1. Зміни амплітуди Р-струмів під впливом  DAMGO.
Барієві струми крізь кальцієві канали Р-типу (див. вставку) 
викликалися деполяризаційними поштовхами струму 
тривалістю 50 мс, що прикладалися кожні 20 с та деполяризували 
клітинну мембрану від –70 до –20 мВ. Тривалість аплікації 
10 нМ DAMGO позначена відрізком лінії над графіком. 
Значення амплітуд струмів протягом експерименту нормовані 
щодо амплітуди першого контрольного струму, прийнятої за 
одиницю.
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Р и с. 2. Діаграма середніх значень нормованих приростів 
амплітуди Р-струмів (%), зумовлених аплікацією DAMGO у 
різних концентраціях (позначені під стовпчиками, нМ). 
За 100 % прийнята середня амплітуда Р-струмів у контролі. 
Двома та трьома зірочками позначені випадки вірогідної 
відмінності від контролю з Р < 0.01 та Р < 0.001 відповідно.
Р и с. 3. Зміни амплітуди Р-струму під впливом ендоморфіну-1.
Експериментальний протокол був подібним до того, що 
використовувався при тестуванні впливу DAMGO  (рис. 1), 
але застосовувалися дві концентрації  ендоморфіну-1 – 10 та 
100 нМ. Позначення аналогічні таким на рис. 1. 
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Для з’ясування можливої участі саме ОР у мо-
дуляції Р-струму під дією тестованих опіоїдів ми 
провели серію експериментів із використанням 
найбільш поширеного антагоніста цих рецепто-
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рів налоксону. В даних експериментах ізольоване 
прикладання налоксону в концентрації 100 нМ ви-
кликало збільшення амплітуди Р-струму в серед-
ньому на 5 ± 1 % (n = 5; P < 0.01) у п’яти дослідже-
них нейронах, тоді як у трьох нейронах жодного 
ефекту не спостерігалося. В наступній серії експе-
риментів клітини, в яких відмічалася потенціація 
Р-струму в присутності 10 нМ DAMGO (10 ± 2.5 %, 
n = 5; P < 0.05), інкубували в розчині, що вміщу-
вав 100 нМ налоксону. Як видно з рис. 4, при на-
ступній аплікації 10 нM DAMGO на тлі дії 100 нМ 
налоксону додаткового ефекту агоніста μ-ОР не 
було виявлено (інкремент становив у середньо-
му 4.9 ± 0.5 %; n = 5; P < 0.001 порівняно з ефек-
том власне налоксону, що складав 5 ± 1 %, n = 5; 
P < 0.01). Таким чином, можна дійти висновку, 
що  DAMGO та налоксон, скоріш за все, взаємоді-
ють з одним і тим самим високоафінним центром 
зв’язування μ-ОР.
ОБГОВОРЕННЯ
Результати наших експериментів  продемонструва-
ли, що агоністи μ-ОР у наномолярних концентраці-
ях викликають помітну, хоча й не дуже інтенсивну 
потенціацію кальцієвого струму P-типу. Аплікація 
10 нМ селективного агоніста μ-ОР DAMGO приз- 
водила до швидкого (менше ніж за 10 с) зростан-
ня амплітуди Р-струму приблизно на одну десяту 
вихідного значення (P < 0.001). Ефект був більш 
вираженим при від’ємніших значеннях мебранного 
потенціалу, не залежав від попередньої стимуляції 
клітини та був повністю оборотним (цілком зникав 
у разі усунення агоніста із зовнішньоклітинного 
розчину). Результати цих експериментів відрізня-
ються від даних, отриманих Канемаса та співавт. 
[4] у роботі, де вони досліджували модулюючу дію 
агоністів κ-ОР на кальцієвий струм P-типу в не-
йронах Пуркін’є. Згадані автори показали, що цей 
струм пригнічується селективним агоністом κ-ОР 
U50488, причому такий ефект розвивається значно 
повільніше (протягом приблизно 1 хв) та залежить 
від частоти стимуляції клітини. Подібні результати 
дають підстави для припущення, що вплив опіоїдів 
на потенціалактивовані кальцієві канали Р-типу 
може бути зумовлений взаємодією цих агентів з ОР 
різних типів, причому відповідні ефекти істотно 
розрізняються. 
Визначення залежності ефекту аплікації DAMGO 
від концентрації останнього свідчило про те, що 
амплітуда Р-струму помітно збільшувалася вже в 
разі прикладання 1 нМ цього агоніста,  досягаю-
чи насичення при концентрації 100 нМ. Відповід-
но до результатів цих дослідів, можна зазначити, 
що напівмаксимальна ефективна концентрація да-
ного ліганду (ЕС
50
) знаходиться в межах 1–10 нМ. 
Такі значення ЕС
50
 співставні з отриманими Міна-
мі та співавт. [12] (0.87 нМ) і Райнором та співавт. 
[13] (2 нМ) в експериментах з вивчення зв’язування 
DAMGO з µ-ОР. Таким чином, отримані нами дані 
свідчать про те, що центр зв’язування агоніста з ре-
цептором має таку ж саму чутливість до агоніста, 
як і центр зв’язування класичного опіоїдного ре-
цептора.
Відомо, що ендоморфін-1 у наномолярних кон-
центраціях (ЕС
50
 = 7.7 нМ)  здатний істотно моду-
лювати функцію потенціалактивованих кальцієвих 
каналів [15]. У наших експериментах ендоморфін-1 
у згаданих концентраціях викликав збільшення 
амплітуди Р-струму. Потенціація цього струму під 
дією ендоморфіну-1 була дещо слабшою, ніж ана-
логічний ефект DAMGO в тих самих концентраці-
ях, та розвивалася значно повільніше. Отже, є під-
стави вважати, що всі (або майже всі) селективні 
агоністи µ-ОР при взаємодії з високоафінним цен-
тром зв’язування даних рецепторів викликають по-
тенціацію Р-струму, тоді як ефекти агоністів κ-ОР, 
вірогідно, є відмінними.
Раніше було встановлено, що агоніст μ-ОР алка-
лоїд морфін у мікромолярних концентраціях взає-
модіє з κ- та δ-ОР [12, 13]. У наших експеримен-
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Р и с. 4. Усунення потенціюючого впливу DAMGO на Р-струми 
під дією налоксону. 
Тривалість аплікацій 10 нМ DAMGO та 100 нМ налоксону 
відмічена відрізками ліній над графіком. Оригінальні записи 
струмів позначені відповідними символами на графіку. Решта 
позначень ті ж самі, що й на рис. 1 та 3.
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тах аплікація морфіну в концентраціях від 1 до 
100 мкМ у двох досліджених клітинах викликала 
пригнічення Р-струму, в той час як у п’яти кліти-
нах жодного ефекту не спостерігалося, а у 10 клі-
тинах  (тобто 59 % досліджених) цей струм потен-
ціювався. Пригнічення Р-струму в певній частині 
клітин у присутності морфіну, можливо, було спри-
чинено переважною активацією κ-ОР [4], а збіль-
шення амплітуди таких струмів могло бути зумов-
лено домінуванням взаємодії зазначеного агоніста 
з μ-ОР. Випадки, коли дія морфіну була практич-
но відсутньою (29 % клітин), могли спостерігати-
ся тоді, коли протилежні ефекти (потенціація та ін-
гібування Р-струму) при активації ОР різних типів 
взаємно компенсувалися. Таким чином, видається 
вірогідним, що морфін у мікромолярному діапазо-
ні концентрацій не є селективним агоністом μ-ОР; 
можливо, він впливає на кальцієві канали Р-типу 
по-різному – залежно від того, рецептори якого 
типу переважно активуються [4].
Налоксон є антагоністом ОР з високою спорід-
неністю до μ-ОР, помірною щодо κ-ОР  і віднос-
но низькою щодо δ-ОР [12]. Встановлено [16], що 
ця речовина може виступати як нейтральний анта-
гоніст у клітинах, котрі попередньо не перебували 
під дією агоніста. У клітинах, що були раніше про-
інкубовані з морфіном, налоксон проявляє себе як 
зворотний агоніст, пригнічуючий базальну актив-
ність μ-ОР [16]. Подібний вплив налоксону як аго-
ніста μ- та κ-ОР також було виявлено в клітинах 
яєчника китайського хом’ячка [17]. Таким чином, 
впливи налоксону як агоніста μ-ОР є досить різно-
бічними [16].
У наших експериментах аплікація 100 нМ нал- 
оксону спричинювала швидке, але не дуже зна-
чне (в середньому 5 ± 1 %, n = 5; P < 0.01) збіль-
шення амплітуди Р-струму; в той же час подібна 
аплікація цілком усувала ефект 10 нМ DAMGO. Ці 
дані вказують, що модуляція DAMGO і налоксоном 
P-струмів зумовлена взаємодіею з одним і тим са-
мим високоафінним центром зв’язування; вірогід-
но, останній є компонентом μ-ОР. 
Таким чином, отримані нами результати дають 
підстави вважати, що агоністи ОР викликають ам-
бівалентні ефекти щодо кальцієвих каналів P-типу. 
Струми через ці канали потенціюються в разі вза-
ємодії опіоїдів μ-ОР та інгібуються внаслідок ак-
тивації κ-ОР або безпосередньої взаємодії опіоїдів 
із P-каналами [4]. Наші дані (експерименти з не-
специфічним агоністом ОР морфіном) свідчать про 
здатність опіоїдів одночасно взаємодіяти в одній і 
тій самій клітині з μ- та κ-ОР, що призводить до ви-
никнення конкурентних ефектів щодо кальцієвих 
каналів P-типу. Внутрішньоклітинні механізми пе-
редачі сигналу від μ-ОР до кальцієвих Р-каналів, 
очевидно, потребують подальшого вивчення.
Експерименти на тваринах проводилися згідно з 
існуючими міжнародними та національними нормативни-
ми актами щодо використання піддослідних тварин, зокре-
ма Конвенції Ради Європи від 18.03.1986 та Закону України 
від 21.02.2006 № 3447-ІV.
Під час виконання робити не виникало будь-яких кон-
фліктів, які стосувалися комерційних або фінансових від-
ношень, відношень з організаціями або особами, будь-яким 
чином пов’язаними з дослідженням, а також взаємовідно-
син співавторів статті – О. В. Єгорової, О. І. Фісюнова та 
О. О. Кришталя.
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